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1. Einleitung  
 
 
Die Gesellschaft der Epidemiologischen Krebsregister e.V. (GEKID) und das Zentrum für 
Krebsregisterdaten (ZfKD) am Robert-Koch-Institut veröffentlichen alle zwei Jahre die Publikation 
„Krebs in Deutschland“.   
Im Februar 2012 wurden die gesammelten Daten aus den Jahren 2007/2008 veröffentlicht. 
 
 
1.1.   Epidemiologie und Risikofaktoren 
 
Statistisch gesehen, 
erkranken jeder zweite 
Mann und 43% aller Frauen 
in Deutschland im Laufe 
ihres Lebens an Krebs [1]. 
Die jeweils höchsten 
Neuerkrankungsraten 
weisen bei Männern das 
Prostatakarzinom, und bei 
Frauen die maligne 
Erkrankung der Brustdrüse, 
auf (Abb. 1). Der Brustkrebs 
bei Männern spielt mit 520 
Neuerkrankungen pro Jahr im Vergleich nur eine untergeordnete Rolle [1]. Die gestiegene Inzidenz 
und Diagnose des Mammakarzinoms im Laufe der letzten Jahre wird auf stark verbesserte 
Vorsorgeuntersuchungen, wie beispielsweise dem Mammographie-Screening, und den Einsatz 
verbesserter diagnostischer Methoden (Mamma MRT) zurückgeführt. Ein Indiz hierfür ist die seitdem 
hohe diagnostizierte Anzahl an kleinen Tumoren (T1) [2].  
 
 
1.1.1.   Genetische Prädisposition 
 
Modifizierbare, sowie nicht modifizierbare Risikofaktoren, spielen bei der Entstehung von Krebs eine 
wichtige Rolle, wenngleich die meisten Krebserkrankungen Alterserkrankungen darstellen [3]. 5% der 
Abbildung 1    Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an 
allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2008 
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Erkrankungen der Brustdrüse sind durch genetische Veranlagungen der autosomal dominanten, 
heterozygoten Mutationen im BRCA1 bzw. BRCA2 Gen bedingt [4]. Mutationen des BRCA1 Gens 
erhöhen die Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken, um ca. 65%, BRCA2-Mutationen um ca. 
45% [5, 6]. Beide Gene sind in die DNA-Reparatur, und damit in die Aufrechterhaltung der 
Genomstruktur, involviert [7]. Auch haben BRCA1 und BRCA2 Einfluss auf die 
Erkrankungswahrscheinlichkeiten weiterer Krebserkrankungen, wie Ovarial-, Kolon-, Magen- oder 
Pankreaskarzinomen [8, 9].   
Mutationen im p53-Gen folgen ebenso einem autosomal dominanten Erbgang, und werden mit der 
Entstehung von Brustkrebs in Verbindung gebracht. Darüber hinaus gibt es eine Reihe von weiteren 
Genen, die das Risiko an Brustkrebs zu erkranken, erhöhen, z.B. PTEN, CDH1, ATM und CHK2 [10]. 
Mit RAD51C konnte kürzlich ein weiteres Hochrisikogen für die Entstehung von Mammakarzinomen 
identifiziert werden. Die Häufigkeit dieser Mutation liegt im Schnitt allerdings nur bei 1,5% der 
Hochrisikofamilien mit genetischer Prädisposition für Mammakarzinom [11, 12].  
 
 
1.1.2. Sporadische Dispositionen 
 
Hormonelle Gegebenheiten beeinflussen zusätzlich die Entstehungen von Brustkrebstumoren.  Jede 
Brustkrebszelle besitzt intrazellulär lokalisierte Proteinsynthese-regulierende Rezeptoren für 
Estrogen und Gestagen [13], die aufgrund ihrer extragonadalen Wirkung für das Brustwachstum 
verantwortlich sind [14].  
Hormonersatztherapien während und nach der Menopause erhöhen das Brustkrebsrisiko [15-19]. 
Für die Einnahme von ovulationshemmenden Medikamenten („Pille“) konnte hingegen in neueren 
Studien bislang kein signifikanter Nachweis einer brustkrebsfördernden Wirkung erbracht werden 
[20-25]. Als weitere Risikofaktoren für Mammakarzinom gelten allgemein späte 
Erstschwangerschaften, Kinderlosigkeit, sowie eine sehr früh oder sehr spät einsetzende Menarche 
[26]. Im Gegenzug verringert sich das Brustkrebsrisiko mit der Anzahl an Geburten [27, 28], und der 
Häufigkeit und Länge der Stillzeiten [26].  
Mäßige, körperliche Aktivität kann zu einer Risiko- und 
Mortalitätsreduktion bei Krebserkrankungen von bis zu 
35% führen (Abb. 2); darüber hinaus wirkt sich diese auch 
positiv auf andere Krankheiten, wie Diabetes mellitus und 
kardiovaskuläre Erkrankungen, aus [29]. 
Übergewicht bzw. Adipositas erhöhen das Erkrankungs- 
und Rezidivrisiko, vor allem in der Postmenopause, 
Abbildung 2 Mortalität in Abhängigkeit 
von körperlicher Aktivität 
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ebenso wie der übermäßige Konsum von Alkohol. Vor allem die Alkoholmenge ist hier bezüglich des 
relativen Brustkrebsrisikos ausschlaggebend: 10g Alkohol pro Tag erhöhen das Risiko bereits um 7,1-
10% [30, 31].  
 
1.2.  Diagnostik 
 
Die Therapiechance und Überlebenswahrscheinlichkeit jeder Tumorerkrankung ist eng mit dem 
Zeitpunkt der Diagnosestellung verknüpft. Generell gilt, dass beide Aspekte prozentual ansteigen, je 
frühzeitiger eine Diagnose erstellt, und entsprechende therapeutische Maßnahmen eingeleitet 
werden können [32].  
 
 
1.2.1.   Etablierte Screening- und Diagnosemethoden 
 
In Deutschland wird, gemäß den 
Europäischen Leitlinien, das 
Mammographiescreening in 
Kombination mit einer 
Brustsonographie für Frauen 
zwischen dem 50. und 69. 
Lebensjahr flächendeckend 
angeboten. Innerhalb dieses 
Zeitfensters ist die 
Wahrscheinlichkeit für das 
Auftreten eines 
Mammakarzinoms am Höchsten (Abb. 3). In randomisierten, kontrollierten Studien konnte gezeigt 
werden,  dass diese Maßnahme zu einer Mortalitätssenkung von 25% führt [33].  
Bei Auffälligkeiten in der Bildgebung wie Herdbefunden, Mikrokalzifikationen, 
Parenchymasymmetrien und Strukturstörungen ist eine weitere brustdiagnostische, meist invasive 
Abklärung, erforderlich. Bei Hochrisikopatientinnen wie Mutationsträgerinnen ist der Einsatz einer 
Kernspintomographie, aufgrund ihrer hohen Sensitivität, zu empfehlen [2]. Bei suspekten Befunden 
ist darüber hinaus eine histologische Abklärung obligatorisch. Hierzu stehen perkutane, 
interventionelle Diagnoseverfahren, wie ultraschallgesteuerte Core-Cut-Biopsien und 
vakuumassistierte Stanzbiopsien, zur Verfügung. Diese ermöglichen in der Regel eine sehr sichere, 
anatomisch-pathologische Abklärung [34, 35]. Die immunhistologische Bestimmung von 
Abbildung  3       Altersspezifische Erkrankungsrate nach Geschlecht ICD-10 
C50, Deutschland 2007/2008 
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Hormonrezeptoren (ER, PgR [Kernrezeptoren; Proteinsynthese regulierende Rezeptoren] und HER2 
[Membranrezeptor; Typ: Tyrosinkinase]) findet bei allen invasiven und intraduktalen Karzinomen 
statt [2]. Die Färbeergebnisse der Immunhistologie (Prozentualität und Farbintensität) werden durch 
den Allred-Score (8-stufig) bei ER und PgR wiedergegeben [36].  Bei HER2 dient der IHC Score zur 
Klassifizierung und kann Werte zwischen 0 und 4 annehmen [2]. Um die Differenzierung und die 
proliferative Aktivität des Tumors (G1 bis G3) prognostisch besser einschätzen zu können, wird am 
Tumorgewebe, im Rahmen der Biopsie, der Proliferationsfaktor Ki-67 bestimmt, da dieser 
maßgeblichen Einfluss auf das 10 Jahres Gesamtüberleben (OAS) hat [37]. 
 
 
1.2.2.  Bedeutung von zirkulierenden (CTCs) und disseminierten Tumorzellen (DTCs) für die 
Tumordiagnostik 
 
Die Streuung von Tumorzellen (Metastasierung) beruht auf unterschiedlichen Modellvorstellungen. 
Eine Theorie besagt, dass die Metastasierung in einer Spätphase der Tumorbildung einsetzt, wenn 
eine bestimmte Tumorgröße erreicht ist, weiteres Tumorwachstum nur noch eingeschränkt durch 
Angiogenese möglich erscheint, und es sich um einen hoch aggressiven Tumortypus handelt (Lineare 
Hypothese).  Eine andere Theorie geht von einer bereits sehr früh einsetzenden Metastasierung in 
einem Tumorfrühstadium aus (Parallele Hypothese) [38, 39]. Dies impliziert die Bildung von 
Tumormetastasen, v.a. in stoffwechselaktiven Organen, gleichzeitig zum primären Karzinom.    
Eine weitere Theorie zur Krebsentstehung befasst sich mit der Existenz von Tumorstammzellen. Sie 
besagt, dass ein Teil des Tumorgewebes Zellen enthält, die charakteristische Eigenschaften von 
Stammzellen besitzen, wie die Fähigkeit zur Selbsterneuerung in Kombination mit einem stark 
ausgeprägten Differenzierungspotential. Diese wenigen Zellen werden für die Entstehung und die 
Metastasierung von Tumoren, sowie für auftretende Therapieresistenzen und damit verbundene 
Rezidiverkrankungen, verantwortlich gemacht. [40, 41] 
CTCs und DTCs stammen von Zellklonen des Primärtumors ab [42], da sie molekulare Charakteristika 
der Zellen des Primärkarzinoms aufweisen [43]. Während der Tumorentstehung ist eine kleiner 
Prozentsatz von Tumorzellen des Primärtumors  offenbar in der Lage, bestimmte Merkmale zur 
Zellinvasion und -migration auszubilden. Dies ermöglicht die Ablösung vom Primärtumor und die 
Invasion in Blut- und Lymphgefäße [39]. Es gibt Anzeichen, dass diese Mechanismen auf diversen 
Interaktionen der Tumorzellen und Stromazellen beruhen. Auslösende Impulse für diese 
Interaktionen können beispielsweise auftretende hypoxische Areale im Bereich des Primärtumors 
sein. Auch die Gefäßneubildung des Tumors [44], Metalloproteinase-abhängige Invasion in 
umgebendes Gewebe, sowie der Erwerb von neuen morphologischen Charakteristika bei der 
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epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT), die zumindest in einer Subpopulation der 
Tumorzellen mit vermuteten Stammzell-Eigenschaften auftritt, können ebenso Ursachen hierfür sein 
[45-47]. Bei der EMT erlangen epitheliale Zellen genetische und morphologische Eigenschaften von 
mesenchymalen Zellen. Moleküle zur Zelladhäsion werden dabei herunter reguliert, Zell-Zell-
Kontakte aufgelöst, und die Zellpolarität geht verloren [45]. Somit sind diese Zellen in der Lage, eine 
Metastasierung in anderen, meist stoffwechselaktiven Organen wie Leber, Lunge oder Knochenmark, 
zu bilden, wobei die EMT dann durch den Mechanismus der mesenchymalen-epithelialen Transition 
(MET) wieder rückgängig gemacht wird [46].  
Im Knochenmark können die Zellen über Jahre hinweg in einem zellteilungsinaktiven Zustand 
persistieren [48]. Auch die Überexpression von sogenannten „Stress-Response“-Proteinen in DTCs 
wird diskutiert. Dies hat zur Folge, dass gängige Chemotherapeutika in diesem Zustand unwirksam 
sind [39, 49]. Ein niedriger KI-67-Wert als Nachweis einer geringen Proliferationsaktivität bei DTCs 
[50] verdeutlicht zusätzlich die Resistenz gegenüber einer konventionellen, antiproliferativen 
Chemotherapie [51]. Nach Überwindung dieser inaktiven Phase können DTCs  aber erneut zu 
peripheren Metastasen [44] und zu Zweitkarzinomen führen [52, 53].  
Die klinische Relevanz von DTCs ist unstrittig [54, 55], vor allem bei der Prognose des 
Gesamtüberlebens, sowohl in der metastasierten, als auch in der adjuvanten Situation [56, 57]. Als 
problematisch zeigt sich jedoch die Probennahme (Biopsie aus den Beckenkämmen), weshalb eine 
Etablierung in der Routinediagnostik bisher weitestgehend ausgeblieben ist. Im Gegensatz dazu 
erscheinen CTC-Untersuchungen aus Blutproben von Krebspatienten als geeignetere Variante, da 
diese einfacher, und in regelmäßigen Abständen zur Verlaufskontrolle, entnommen werden können 
[39].  
 
 
1.2.3.   Immunzytologische Untersuchungsmethoden 
 
Im Rahmen neuer Studien treten neben den erwähnten Untersuchungsmethoden zunehmend auch 
zellbiologische und molekulardiagnostische Verfahren in den Vordergrund, vor  allem auf dem Gebiet 
der zirkulierenden und disseminierten Tumorzellen  in Blut- bzw. Knochenmarksproben.  
Es gibt zunehmend Anzeichen, dass deren Auftreten mit ungünstigen Prognosen bezüglich des 
Krankheitsverlaufs einhergeht [39, 58]. Bereits der Nachweis einer einzelnen, zirkulierenden 
Tumorzelle in einem Blutvolumen von 7,5ml, wird mit einem steigenden Risiko für Metastasierung in 
Verbindung gebracht [59, 60]. So scheinen zirkulierende, aber auch disseminierte Tumorzellen eine 
entscheidende Rolle in der Metastasierung von epithelialen Tumoren, wie dem Mammakarzinom, zu 
spielen [61].  
11 
 
Der Erkenntnisgewinn aus CTC-Analysen wird jedoch allgemein als geringer angesehen, als der von 
DTC-Analysen [56], da bisher keine einheitlichen, und somit vergleichbaren Diagnosemethoden für 
beide Zelltypen zur Verfügung stehen [39], und aufgrund dessen erhebliche Detektionsdiskrepanzen 
die Folge sind. Interessanterweise sind diese Unterschiede am Höchsten nach erfolgter, adjuvanter 
Chemotherapie [62]. Zusätzlich steht das Problem im Raum, dass nicht jede detektierte zirkulierende 
Tumorzelle auch tatsächlich eine existenzfähige, zur Metastasierung fähige, Tumorzelle darstellt [39].  
Bisher hat lediglich das Cell Search® - System (Veridex, LLC®), das auf der  Anreicherung von 
zirkulierenden Tumorzellen aus Blutproben von Patienten mit epithelialen Tumoren (Mamma-, 
Pankreas- und Prostatakarzinom; jeweils in der metastasierten Situation)  durch molekulare 
Markierung charakteristischer epithelialer Oberflächenantigene (EpCAM+, CD45-, CK 8, 18/19+) 
beruht, eine Zulassung durch die US-amerikanische Zulassungsbehörde FDA erhalten. Dieses 
Verfahren ermöglicht die Isolierung von CTCs mittels halbautomatischer, magnetischer Separation 
und anschließender fluoreszenzbasierter Quantifizierung [63]. 
 
Am Campus Innenstadt der Universitätsfrauenklinik München wurde innerhalb der deutschlandweit 
durchgeführten SUCCESS-Studien mit Hilfe des Cell Search® - Systems bei nahezu 10% aller 1500 
teilnehmenden Brustkrebspatientinnen zirkulierende Tumorzellen bereits zum Zeitpunkt der 
Primärdiagnose, und somit noch vor Durchführung einer adjuvanten Systemtherapie, detektiert. Im 
Rahmen der SUCCESS A Studie wurden die Patientinnen mit einer Taxan-freien, systemischen 
Polychemotherapie behandelt, und eine CTC-Analyse vor und nach Abschluss der Therapie, im 
Rahmen der Verlaufskontrolle bzw. bei auftretendem Rezidiv, untersucht. Verglichen mit CTC- 
negativen Patientinnen wiesen diese Frauen mit positivem CTC-Befund eine signifikant schlechtere 
Prognose bezüglich des Gesamtüberlebens (OAS) auf. Patientinnen, die nach adjuvanter 
Chemotherapie noch detektierbare CTCs aufwiesen, zeigten ebenso eine schlechtere Prognose, als 
das Kollektiv, das nach der Chemotherapie CTC-frei war [64, 65]. 
 
Somit ist die vielleicht vielversprechendste Anwendung der CTC-Detektion im klinischen 
Routinebereich derzeit die Überprüfung der Ansprechraten auf bestimmte Therapieregime [39], 
sowie die Abschätzung von klinisch relevanten, prognostischen Informationen [66]. Ebenso scheinen 
detektierte CTCs nach vorangegangener Chemotherapie Hinweise auf ein Therapieversagen geben zu 
können [67, 68]. So ist es Ziel verschiedener aktueller Studien (SWOG S0500, GEPARQuattro, 
TreatCTC, ADAPT, DETECT III) herauszufinden, ob auf Basis der bisherigen CTC-Diagnostik 
individuelle, patientenspezifische Therapieoptionen getroffen werden können. 
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1.2.4.   Immunhistologische Untersuchungsmethoden 
 
Etabliertere Methoden zum selektiven Nachweis von zellulären 
Antigenstrukturen bietet die Immunhistologie.  
Das Prinzip beruht auf der spezifischen Erkennung von Antigen-
Zielstrukturen durch Primär-Antikörper und anschließender 
Signalverstärkung durch Zweitantikörper, an die ein Enzym 
gekoppelt ist. Durch Zugabe eines Substrats, das vom Enzymkomplex 
umgesetzt wird, kann das Antigen detektiert werden. Bei der ABC-
Methode (Avidin-Biotin-Complex) wird das Antigen von einem 
Primärantikörper erkannt, biotinylierte Sekundärantikörper und 
Avidin werden anschließend hinzugegeben. Im Folgenden wird ein 
Biotin-Enzymkomplex zugesetzt. Durch Zugabe eines Substrats, das 
vom Enzym umgesetzt wird, entsteht eine spezifische Farbreaktion 
zur Detektion [69]. Ähnlich funktioniert auch die APAAP-Methode. Ein Primärantikörper wird von 
einem Brückenantikörper erkannt. Durch Zugabe des APAAP-Komplexes (Alkalische-Phosphatase-
Anti-Alkalische-Phosphatase; Enzym-Anti-Enzym-Komplex) findet eine Enzym-Substrat-Reaktion statt, 
mit der zelluläre Antigenstrukturen markiert und detektiert werden können [70]. Diese Methode 
wird bei der Detektion von DTCs aus Knochenmarksbiopsien erkrankter 
Mammakarzinompatientinnen routinemäßig eingesetzt. Die Suche nach malignen Zellen epithelialen 
Ursprungs unter einem Pool von mesenchymalen Zellen in Knochenmarksproben ist die derzeit am 
besten evaluierteste Methode [71]. Als zu detektierende, zelluläre Antigenstrukturen  dienen  am 
häufigsten Zytokeratinstrukturen:  die  Zytokeratine  8,  18  und  19   sind   hier von entscheidender 
Bedeutung [72, 73].  
Zytokeratine werden bereits seit geraumer Zeit als mögliche Zielstrukturen zur Detektion von 
Metastasierungen bzw. Metastasierungsprozessen in Betracht gezogen. 
Als Alternative zu etablierten histologischen Aufarbeitungen bzw. bei Schnellschnitt-Untersuchungen 
von Sentinel-Lymphknoten wird der Einsatz der RT-PCR zur Abklärung einer epithelialen 
Genexpression diskutiert [74], da deren Sensitivität zur Detektion von Metastasen höher als die der 
histologischen Techniken liegt [75]. Als Target hat sich hier besonders das Zytokeratin 19, neben 
Mammaglobin, bewährt; wenngleich beide Marker alleine offenbar nicht in der Lage sind, sämtliche 
Tumormetastasen zu erkennen [2]. Auch die Detektion von CK 19 positiven CTCs mit Hilfe der Real-
Time RT-PCR nach erfolgter adjuvanter Chemotherapie,  bestätigte in einer Studie ein fortbestehen 
der Tumorerkrankung [76, 77].  
Abbildung 4       Schematische 
Darstellung des 
ABC-
Färbekomplexes 
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Eine weitere phänotypisch morphologische Charakterisierung von CTCs und DTCs ist gleichwohl 
schwierig wie notwendig, um gezieltere Zielmoleküle, und damit genauere Detektionsmethoden, zu 
etablieren.  
Das TF Antigen (Thomsen-Friedenreich; CD176) wurde als spezifischer Marker sowohl bei malignem 
Brustkrebs [78, 79], als auch bei Kolon-, Lunge-, Prostata- und Zervixkarzinom identifiziert [80-84]. 
Dabei handelt es sich um ein tumorassoziiertes Epitop [85], als Trägerprotein fungiert MUC-1. Für die 
Entstehung von TF (Galβ1-3GalNAcα-O-Ser(Thr) ist eine fehlerhafte O-Glykosylierung während der 
posttranslationalen Modifizierung durch Glycosyltransferasen verantwortlich [71]. Dieses 
Glykosylierungsmuster tritt ausschließlich in malignen, karzinomatösen Geweben auf [71]. In 
gesunden Geweben ist TF durch zusätzliche Monosaccharidsubstitutionen maskiert [86].  
Das TF Antigen spielt eine entscheidende Rolle in der endothelialen Adhäsion der Tumorzellen, sowie 
der Tumorinvasion und dient als Marker zur Charakterisierung der Tumoraggressivität [87]. TF ist 
wesentlich am Prozess der Metastasierung beteiligt [88] und könnte als Stammzellmarker und 
Zielmolekül für Strategien zur Tumorbekämpfung dienen [89-91].  
 
1.3.   Zielsetzung 
 
Ziel dieser Arbeit ist es, eine schnellere, kosteneffizientere und sensitivere Detektionsmethode von 
CTCs aus Blutproben zu entwickeln. Hierfür soll die molekularbiologische Detektionsmethode der 
Real-Time RT-PCR, die bereits in einer Vielzahl von Diagnoseverfahren, wie der Erkennung viraler 
Infektionen, der Erstellung von genetischen Fingerabdrücken, und der Detektion  bestimmter 
Erbkrankheiten, routinemäßig im Einsatz ist [92-94], unter Verwendung der Zytokeratine 8, 18 und 
19 als spezifische Marker für Zellen epithelialen Ursprungs, als qualitative und quantitative 
Detektionsmethode für CTCs geprüft werden. Mit Hilfe von Zellen verschiedener Brustkrebszelllinien 
wurde ein Protokoll zur standardmäßigen Aufarbeitung von Blutproben erstellt und validiert, das die 
Grundlage für weitergehende Untersuchungen zur Detektion und Quantifizierung  von CTCs aus 
Patientenblutproben darstellt. 
Diese Thematik wurde in den beiden Veröffentlichungen: „Detection of circulating tumour cells on 
mRNA levels with established breast cancer cell lines”  und “Quantification of Breast Cancer Cells in 
peripheral Blood Samples by Real-Time RT-PCR” behandelt.  
Ferner sollte eine Charakterisierung und Phänotypisierung von disseminierten Tumorzellen aus 
Knochenmarksproben anhand neuer, spezifischer Markerkombinationen erfolgen. Mit Hilfe der 
Immunfluoreszenz wurden sowohl Färbungen auf HER2 als etablierte Antigenstruktur, als auch auf 
das Thomsen-Friedenreich-Antigen (CD176), durchgeführt [71, 95]. Auf diese Weise sollte einerseits 
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die Wiederfindungsrate dieser neuen Doppelfärbungsmethode geprüft werden, andererseits das TF-
Antigen als möglicher spezifischer Kombinationsmarker getestet werden.  
Hierfür wurden im Rahmen der Veröffentlichung: „Detection of breast cancer cells in blood samples 
by  immunostaining  of  the  Thomsen - Friedenreich  antigen“    die  theoretischen  Grundlagen  zur  
Erstellung des Standardprotokolls vom Zweitautor erarbeitet, sowie die praktischen Laborarbeiten 
und die Auswertung der Ergebnisse durchgeführt.  
 
Im letzten Kapitel der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse der drei Publikationen, sowohl in 
deutscher, als auch in englischer Sprache, zusammengefasst, verbunden mit einer daraus 
resultierenden Schlussfolgerung. 
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4.  Zusammenfassung (deutsch) 
 
Die Detektion und Charakterisierung von zirkulierenden, sowie disseminierten Tumorzellen, steht 
aktuell im Fokus des wissenschaftlichen Interesses. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine Methode 
zur Detektion von CTCs aus Vollblutproben auf molekularer Ebene als Alternative zu den bisherigen 
Detektionsmethoden zu untersuchen. Mit Hilfe des TF-Antigens in Kombination mit einem 
etablierten Antigen-Marker (HER2) soll darüber hinaus eine immunzytologische 
Detektionsmöglichkeit für DTCs geprüft werden.  
Der Artikel „ Detection of circulating tumour cells on mRNA levels with established breast cancer cell 
lines“ untersucht die Möglichkeit  ein Modellsystem für den Nachweis zirkulierender Tumorzellen aus 
Blutproben auf Real-Time PCR Basis unter Verwendung der Zytokeratine 8, 18 und 19 zu generieren. 
Hierzu wurden Blutproben gesunder Probanden mit unterschiedlichen Zellzahlen aus verschiedenen 
Brustkrebszelllinien (Cama-1, MCF7, MDA-MB231, ZR-75-1) versetzt, und mit diesen Blutproben eine 
Analyse mit Hilfe der Real-Time PCR durchgeführt. Von den verwendeten Zelllinien waren Cama-1 
Zellen am besten geeignet, um eine Kalibrierungskurve zu erstellen, jedoch wurde für die weiteren 
Experimente eine  Mischung aus den Zelllinien Cama-1, MCF7 und ZR-75-1 verwendet, um deren 
histologische und morphologische Unterschiede mit heranziehen, und damit die Situation in 
Patientenproben besser simulieren zu können. Durch Zugabe der Kulturzellen bereits vor 
Durchführung der Dichtegradientenzentrifugation, traten immunologische Effekte zwischen den 
Immunzellen des Spenderblutes und den Zellkulturzellen, sogenannte Agglutinierungsreaktionen, 
auf. Dies konnte jedoch durch Hinzufügen der Zellen zu einem späteren Zeitpunkt im 
Aufarbeitungsprotokoll, kurz vor Durchführung der RNA-Extraktion, vermieden werden. Um mögliche 
Detektionslimits der Real-Time RT-PCR zu vermeiden, wurden die Kulturzellen in weiteren Versuchen 
nicht mehr pro Probe, sondern pro Milliliter Blutprobe zugesetzt.  
In der Veröffentlichung „Quantification of Breast Cancer Cells in Peripheral Blood Samples by Real-
Time  RT-PCR“  wurden  die  gewonnenen  Erkenntnisse  in  einem  optimierten Standardprotokoll 
umgesetzt. Mit Hilfe von Blutproben, welche unterschiedliche Mengen an zugesetzten Zellen diverser 
Brustkrebszelllinien beinhalteten, wurde überprüft, in wie weit eine Quantifizierung anhand der 
zuvor generierten Eich- bzw. Kalibrierkurven möglich ist. Die Auswertung der RQ-Werte der Real-
Time RT-PCR zeigte, dass eine Quantifizierung der CTCs mittels der erstellten Kalibrierkurven möglich, 
und eine Angabe über die Anzahl der in der Blutprobe befindlichen Tumorzellen anhand der 
Genexpression der Zytokeratine im Modellsystem möglich erscheint.  
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Im Artikel „Detection of breast cancer cells in blood samples by immunostaining of the Thomsen-
Friedenreich antigen“ wird ein immunzytochemischer Nachweis zur Detektion von DTCs beschrieben. 
Zunächst wurden Blutproben gesunder Probanden mit definierten Mengen an Brustkrebszellen 
(Cama-1, MCF7 und ZR-75-1) versetzt und daraus Objektträger-Präparate angefertigt. Unter 
Verwendung von Antigenmarkern für  CD 176 (Thomsen-Friedenreich) und HER2 wurde die 
Wiederfindungsrate dieser mit Brustkrebszellen versehenen Objektträger aus EDTA-Blutproben in 
einem neu erstellten Färbeprotokoll ermittelt, wobei nur die zugesetzten Tumorzellen in den 
Präparaten Färbungen aufwiesen. Eine Wiederfindungsrate von 83 Prozent zeigt, dass TF sowohl als 
Detektionsmarker, als auch zur weiteren Phänotypisierung für DTCs geeignet zu sein scheint.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Detektion von CTCs aus Vollblutproben mit Hilfe der 
Real-Time RT-PCR eine adäquate, kostengünstige und schnelle immunzytologische 
Untersuchungsmethode ist. Mit ihrer Hilfe kann nicht nur eine zeitnahe, therapeutische 
Verlaufskontrolle, sondern auch eine gezielte Detektion von CTCs, als entscheidendem 
prognostischem und prädiktivem Risikofaktor für das Auftreten von Rezidiverkrankungen beim 
Mammakarzinom, durchgeführt werden [58]. Internationale Veröffentlichungen auf dem Gebiet der 
CTC-Detektion bei Mammakarzinom konnten bereits die prognostische Signifikanz von CTC-Analysen 
bezüglich DFS (disease free survival), OS (overall survival), MFS (metastasis free survival) und BCSS 
(breast cancer-specific survival) entweder mit Hilfe des CellSearch-Systems® oder der RT-PCR 
nachweisen [57, 62, 64, 66, 77]. Die Detektion, Quantifizierung, sowie Phänotypisierung von DTCs 
wird dabei helfen, deren Rolle bei Tumorerkrankungen besser zu verstehen und neue 
Therapiestrategien zu entwickeln. Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass TF beim 
Kolonkarzinom als vielversprechender Detektionsmarker [81] und als Tumorstammzellmarker 
diskutiert wird [91]. Auch als Zielmolekül für gezielte Tumortherapien („Traget Therapy“) [90], 
ebenso wie als Impfstoff bei Prostatakarzinom [83] scheint mit dem Thomsen-Friedenreich ein 
vielversprechendes Target zur Behandlung von Tumorerkrankungen zur Verfügung zu stehen. 
In weiteren Untersuchungen wurden die gewonnen Erkenntnisse dieser Arbeit bei der Real-Time RT-
PCR auf Patientenproben von Mammakarzinompatientinnen übertragen, um deren Nutzen für die 
tägliche Routine zu verifizieren. Neben den verwendeten Zytokeratinen sollen zur Erhöhung der 
Detektionsrate weitere Antigenmarker wie HER2, IGF-1 und ALDH zum Einsatz kommen. Die 
Methode der DTC Detektion fand in weiterführenden Versuchen an Knochenmarksproben von 
Mammakarzinompatientinnen Anwendung. Zusätzliche, bereits etablierte Antigenmarker bei 
immunhistologischen Untersuchungen wie MUC1 und ALDH1A1 sollen zeigen, in wie weit eine 
Korrelation mit TF gegeben ist, mit deren Hilfe eine Isolierung und Kultivierung der Tumorzellen 
ermöglicht werden soll.  
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5.  Zusammenfassung/Summary (English) 
 
The detection and characterisation of circulating and disseminating tumour cells is currently in the 
centre of common scientific interest. The aim of the on hand study was to investigate on a molecular 
based method for the detection of CTCs out of EDTA blood samples alternatively to already existing 
methods of detection. Additionally an immunocytochemical method for the detection of DTCs by 
using the TF-antigen in combination with an already established antigen-marker (HER2) should be 
proved.  
The paper “Detection of circulating tumour cells on mRNA levels with established breast cancer cell 
lines” investigates the possibility to generate a model system for the detection and quantification of 
circulating tumour cells out of blood samples based on Real-Time RT-PCR diagnostics by using the 
cytokeratins 8, 18 and 19. Therefore blood samples of healthy volunteers were spiked with differing 
cell counts of various breast cancer cell line cells (Cama-1, MCF7, MDA-MB231, ZR-75-1). Out of 
these samples Real-Time RT-PCR investigations were performed. The findings approved Cama-1 cells 
to be suited best to generate a significant calibration curve. Though, for further investigations a 
mixture of Cama-1, MCF7 and ZR-75-1 cell line cells has been prepared to include their different 
histological and morphological distinctions to the investigations. This instance was considered to 
simulate the situation in patients’ samples best. When adding the cell culture cells already before the 
density gradient centrifugation is done, immunological effects between these spiked cells and 
common blood cells of the donors were taking place, leading to an apparent agglutination reaction. 
These side effects could be avoided when adding the artificial tumour cells just shortly before the 
RNA extraction process was started. Spiking the cancer cell line cells per ml of a blood sample used is 
also important, otherwise Real-Time RT-PCR detection limits might be undercut.  
 
Within the publication “Quantification of Breast Cancer Cells in Peripheral Blood Samples by Real-
Time RT-PCR” the findings of the former investigations have been implemented  leading to an 
optimized standard protocol. Blood samples containing different amounts of added tumour cells 
were used to investigate on a possible quantification of CTCs based on the generated calibration 
curves before. The detection of CTCs, as well as their quantification via generated calibration curves 
appears to be possible due to RQ values of the Real-Time RT-PCR and the results of this model 
system.  
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The paper “Detection of breast cancer cells in blood samples by immunostaining of the Thomsen-
Friedenreich antigen” describes an immunocytochemical investigation on detecting DTCs. 
Corresponding to the already mentioned Real-Time RT-PCR analyses, blood samples of healthy 
volunteers have been spiked with artificial mamma carcinoma cells (Cama-1, MCF7 and ZR-75-1), 
again. Subsequently, out of these samples, object slides have been prepared for investigations. By 
using the markers CD176 (Thomsen-Friedenreich) and HER2 in a new designed manual, the recovery 
rate of the added tumour cells has been determined. Therefore only spiked tumour cells shall feature 
a staining in comparison to common blood cells surrounding on the cover slip. A recovery rate of 83% 
proves TF to be suitable as a marker for detection, as well as for further phenotyping of DTCs.  
 
The findings of this work illustrate the detection of CTCs by using Real-Time RT-PCR to become an 
adequate, cost-efficient and fast alternative for immunocytochemical detection methods. A benefit 
of this method might be a possible continuous control of patients’ response to therapeutic regimes 
additionally to the detection of CTCs as prognostic and predictive factors, being held responsible for 
the occurrence of relapse, e.g. mamma carcinoma [58]. Numerous studies based on the issue of CTC 
detection of mamma carcinoma proved the prognostic significance of CTCs concerning DFS (disease 
free survival), OS (overall survival), MFS (metastasis free survival) and BCSS (breast cancer-specific 
survival) by using either the CellSearch System® or RT-PCR methods [57, 62, 64, 66, 77].  
The detection and quantification of DTCs, as well as their phenotyping will help to recognize their 
role in tumour genesis and disease and to evolve new strategies in cancer treatment. Results on the 
latest research show TF to be a promising marker for the detection of colon carcinoma [81]. TF is also 
discussed as a possible stem cell marker [91]. Additionally the Thomsen Friedenreich antigen is 
capable of becoming an auspicious target for cancerous diseases e.g. as possible vaccine for prostate 
cancer treatment [83] and in general as promising object of targeted medical treatment therapies 
[90].  
The gained findings of the PCR analyses were transferred to a clinical setting on mamma carcinoma 
patient samples to evaluate potential benefits in daily routine diagnostic. Despite the used 
cytokeratin markers, further putative CTC markers, such as HER2, IGF-1 and ALDH, need to be taken 
into consideration to increase the chance of detecting CTCs.  
The method of DTC detection was applied in further investigations to bone marrow samples of 
mamma carcinoma patients. Already established breast cancer cell markers in immunohistochemical 
investigations like MUC1 and ALDH1A1 shall prove a potential correlation with TF in order to 
facilitate an isolation and subsequent cultivation of these cancer cells. 
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6. Anhang 
 
 
6.1. Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 1 Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen 
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2008 (S. 5) 
(Krebs in Deutschland 2007/2008.8. Ausgabe. Robert Koch-Institut (Hrsg) und die 
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg). Berlin, 
2012, S. 12) 
 
Abbildung 2 Mortalität in Korrelation zu körperlicher Aktivität (S. 6) 
(Wen, C.P., et al., Minimum amount of physical activity for reduced mortality and 
extended life expectancy: a prospective cohort study. Lancet, 2011. 378(9798): p. 
1244-53) 
 
Abbildung 3 Altersspezifische Erkrankungsrate nach Geschlecht ICD-10 C50, Deutschland 
2007/2008 (S. 7) 
(Krebs in Deutschland 2007/2008.8. Ausgabe. Robert Koch-Institut (Hrsg) und die 
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg). Berlin, 
2012, S. 66) 
 
Abbildung 4 Schematische Darstellung des ABC-Färbekomplexes (S. 10) 
 (http://www.biologie.uniregensburg.de/Zoologie/Schneuwly/Hofbauer/DROSI/strent
w42.htm) 
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6.2. Tabellenverzeichnis 
 
 
Tabelle 1  Chemikalienliste zur Versuchsdurchführung 
 
Tabelle 2  Geräteliste zur Versuchsdurchführung 
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6.3. Abkürzungsverzeichnis 
 
 
ABC  Avidin-Biotin-Complex  
ALDH  Aldehyddehydrogenase 
ALDH1A1  Aldehyddehydrogenase 1A1 
APAAP  Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase Färbung 
ATM  Gen 
BCSS Brustkrebsspezifisches Überleben (engl. breast cancer specific 
survival) 
BRCA-1 Breast Cancer 1 (Genmutation) 
BRCA-2 Breast Cancer 2 (Genmutation) 
Cama-1  Epithelzelllinie aus der Brustdrüse 
CD45  Oberflächenantigen (Tyrosinphosphatase) 
CD176  Cluster of differentiation 176; Thomsen Friedenreich Antigen 
CDH1  Gen 
CHK2  Gen 
CK (8,18,19)  Zytokeratin (engl. cytokeratin) 
CTCs  zirkulierende Tumorzellen (engl.: circulating tumour cells) 
DFS  Krankheitsfreies Überleben (engl.: disease free survival) 
DNA  Desoxyribonukleinsäure (engl.: desoxyribonucleic acid) 
DTCs  disseminierte Tumorzellen (engl.: disseminated tumour cells) 
EDTA  Etylendiamintetraessigsäure / Ethylendiamintetraacetat 
EMT  Epithelial-mesenchymale Transition 
EPCAM Epitheliales Zelladhäsionsmolekül (engl. Epithelial cell adhesion 
molecule) 
ER  Estrogenrezeptor 
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FDA  Food and Drug Administration 
HER2  Human epidermal growth factor receptor 2 (erb-B2, c-erbB2) 
IGF-1  Insulinwachstumsfaktor-1 (engl: insulin growth factor-1) 
IHC  ImmunoHistoChemistry- Score 
Ki-76  Antigen (Protein), zur Proliferationsaktivitäts-Detektion 
MCF7 Epithelzelllinie aus der Brustdrüse (Michigan cancer foundation 7) 
MDA-MB231 Epithelzelllinie aus der Brustdrüse 
MET Mesenchymal-epitheliale Transition 
MFS Metastasen-freies Überleben (engl.: metastasis free  survival) 
mRNA Messenger-Ribonukleinsäure (engl.: messenger ribonucleic acid) 
MUC1 Mucin-1 
OAS/OS Gesamtüberlebensrate (engl.: overall survival) 
PgR  Progesteronrezeptor 
PTEN  Gen 
RAD51C  Gen 
RQ-Werte  Wert der Relativen Quantifizierung 
RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (engl: reverse 
transcription polymerase chain reaction) 
TF  Thomsen Friedenreich Antigen 
TNM Tumorgröße, Anzahl der betroffenen Lymphknoten (engl.: Nodes), 
Metastasierung 
ZR-75-1 Epithelzelllinie aus der Brustdrüse 
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6.4.   Chemikalienverzeichnis 
 
Tabelle 1 Chemikalienliste zur Versuchsdurchführung 
 
Substanz Hersteller 
Qualität /         
Reinheit 
    Zellkultur 
  
 
 
 
DMEM Biochrom Berlin, Germany steril 
 
FCS Biochrom Berlin, Germany steril 
 
Penicillin/Streptomycin Biochrom Berlin, Germany steril 
 
Phosphate buffer saline (PBS) Biochrom Berlin, Germany steril 
 
Trypsin/EDTA Biochrom Berlin, Germany 0,05% / 
0,02%  steril 
 
   
Dichtegradientenzentrifugation   
 
   
 
Histopaque 1077 Invitrogen, Darmstadt, Germany p.a. 
 
Phosphate buffer saline (PBS) Biochrom Berlin, Germany steril 
 
   
RNA Isolierung   
 
   
 
TRIzol LS Reagent Invitrogen, Darmstadt, Germany p.a. 
 
Chloroform Merck, Darmstadt, Germany p.a. 
 
Isopropanol Merck, Darmstadt, Germany 99,9% 
 
Glycogen Invitrogen Life Technologies, USA p.a. 
 
Ethanol Merck, Darmstadt, Germany 75% 
 
DEPC Wasser Invitrogen Life Technologies, USA steril 
 
   
Umschreibung der RNA in cDNA   
 
   
 
SuperScript III First Strand Synthesis Super Mix Kit Invitrogen Life Technologies, USA p.a. 
 
   
Real-Time RT-PCR   
 
   
 
TaqMan Fast Universal PCR MasterMix Applied Biosystems , Foster City CA, USA p.a. 
 
TaqMan Primer CK8 Hs02339472_g1 Applied Biosystems , Foster City CA, USA p.a. 
 
TaqMan Primer CK18 Hs01920599_gH Applied Biosystems , Foster City CA, USA p.a. 
 
TaqMan Primer CK19 Hs00761767_g1 Applied Biosystems , Foster City CA, USA p.a. 
 
TaqMan Primer 18S Hs 03928990_g1 Applied Biosystems , Foster City CA, USA p.a. 
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Substanz Hersteller 
Qualität /         
Reinheit 
    Immunfärbung 
  
    
 
Bovines serum Albumin (HS frac.) Sigma ALDRICH, Hamburg, Germany 5% 
 
NEMOD-TF2 antibody; IgM-k, mouse NEMOD Biotherapeutics, Berlin, Germany p.a. 
 
DAKO S 3022 (Antibody diluent) DAKO North America, CA, USA p.a. 
 
Phosphate buffer saline (PBS) Biochrome, Berlin, Germany steril 
 
Cy2-coupled goat antimouse IgM -       antibody Jackson ImmunoResearch, PA, USA p.a. 
 
Ultra V Block  Labvision TA-060-UB, Labvision, MI, USA p.a. 
 
Her-2, c-erbB-2 antibody Neomarkers, Fremont, CA, USA p.a. 
 
Cy3-coupled goat anti- mouse antibody  Jackson ImmunoResearch, PA, USA p.a. 
 
Vectashield mounting medium  
Vectashield H-1200, Vectorlabs, 
Peterborough, UK p.a. 
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6.5.   Geräteverzeichnisverzeichnis 
 
Tabelle 2 Geräteliste zur Versuchsdurchführung 
 
Gerät Hersteller 
   
 
7500 Real Time PCR System Applied Biosystems, USA 
 
TECHNE DRI Block DB2a TECHNE, UK 
 
Thermo Fisher Biotype Stratos Thermo Fisher, Germany 
 
HeraSafe, Heraeus Instruments Thermo Fisher, Germany 
 
Thermo Scientific HeraCell 150i CO2 Incubator Thermo Fisher, Germany 
 
Thermo Electron Corporation HERA Freeze Basic Thermo Fisher, Germany 
 
Thermo Scientific Multifuge 3 L-R Heraeus Thermo Fisher, Germany 
 
Zeiss Axioscope + AxioCam MRm Zeiss, Germany 
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6.6. Posterpräsentationen 
 
 
 Gemeinsame Tagung der BGGF und OEGGG (25.05. – 28.05.2011), Erlangen  
 
 15th International Hamburg Symposium on Tumor Markers (29.05.-31.05.2011), 
Hamburg 
 
 31. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft für Senologie (23.06. – 25.06.2011), 
Dresden 
 
 86. Tagung der Bayerischen Gesellschaft für Geburtshilfe und Frauenheilkunde e.V. 
(BGGF) (28.06. – 30.06.2012), Würzburg (2 Poster) 
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